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La presents invention est relative a une nouvelle 
enzyme impliqu^e dans la biosynthese des acides mycoliques, 
et ^ son utilisation pour le criblage d' antibiotiques, 
notamment d' anti-mycobact6riens . 

Les acides mycoliques sont des acides gras ^ 
longue chalne, a-alkyl§s et p-hydroxyl6s, presents sous forme 
d' esters dans les parois cellulaires de bacteries d'une 
lign^e phylog6n6tique particuliere des actinomycdtes, le 
sous-ordre des Corynebacterineaer egalement d^nommes 
«mycolatas », comprenant les genres bact^riens : 
Mycobacterluatr Corynebacteriumr Rhodococcus, Nocardia, 
Gordona et Tsukamurella , 

Parmi les mycolatas, on trouve des pathog^nes 
majeurs, notamment les mycobact^ries Mycobacterium 
tuberculosis, agent de la tuberculose, et Mycobacterium 
leprae, agent de la lepre. 

Depuis une quinzaine d'ann6es, on observe une 
recrudescence de la tuberculose, notamment dans les pays 
industrialists. Ce phtnom^ne est en partie 116 a 1' apparition 
de souches du bacille tuberculeux rtsistantes aux 
antibiotiques existants. Ainsi, la conception de nouveaux 
medicaments antituberculeux est redevenue une priority 
iraportante. 

Parmi les medicaments anti-tuberculeux les plus 
efficaces, se trouvent ceux qui inter f^rent avec la 
biosynthese de I'enveloppe des mycobacttries, tels que 
I'.isoniazide, 1' ethionamide et I'ethambutol (WEBB et al.. 
Molecular Biology and Virulence 1 : 287-307 (eds. Ratledge, 
C. & Dale, J. ) (Blackwell Science Ltd, Oxford), 1999). Les 
acides mycoliques repr^sentent un constituant majeur de cette 
enveloppe. II a ete rapports qu'ils intervenaient dans des 
fc-nztions bic-lcgiqu~s iraportEntes- r.^rtriciror.*- o.-.i- =r.-n,=;-.<- .- 
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Annu. Rev. Biochem. 64 : 29-63, 1995 ; DAFE et DRAPER, Adv. 
Microb. Physiol, 39 : 131-203, 1998). 

Les chalnes a et p des acides mycoliques varient 
en longueur et en structure (Figure lA) , mais presentent un 
5 motif commun (motif mycolique : -CHOH-CHRa-COOH) , ce qui 
suggere qu'une 6tape enzymatique impliquee dans la formation 
de ce motif est commune a toutes les mycolatas. 

Selon un raodele g6n§ralemcnt accepts actuellement 
(GASTAMBIDE-ODIER et al., Biochemische Zeitschift 333 : 285- 
10 295, 1960), les dernidres 6tapes de la biosynthese des acides 
mycoliques consisteraient en une cascade de reactions (Figure 
IB) : (1) activation de I'acyl pour former une mol6cule 
d'acyl-CoA catalys6e par une acyl-CoA synthase ; (2) 
carboxylation d' une molecule d' acyl-CoA pour former une 
15 molecule d' acylmalonyl-CoA catalysee par une acyl-CoA: 
carboxylase ; (3) condensation de type Claisen d'une molecule; 
d'acyl-CoA et d' une mol6cule d' acylmalonyl-CoA pour former. 
1' interm^diaire p-ceto acyl, catalysee par une condensase ; 
(4) reduction de I'' intermediaire p-ceto acyl pour former.. 
20 I'acicle mycolique catalysee par une reductase. 

Le motif mycolique serait probablement forme lors 
de la reaction de condensation de type Claisen. Toutefois, 
jusqu'a present 1' enzyme responsable de cette condensation, 
n'avait pas ete identifiee. 
25 Cette reaction de condensation apparait similaire 

a la condensation d'acyl-CoA avec le methylmalonyl-CoA qui 
intervient dans la formation d' acides gras ramifies 
polymethyles chez les mycobact§ries {MATHUR et al., J. Biol. 
Chem. 267 : 19388-19395, 1996 ; SIRAKOVA et al., J. Biol. 
30 Chem. 276 : 16833-16839, 2001 ; DUBEY et al., Mol. Microbiol- 
45: 1451-1459, 2000), oCi elle est catalysee par des 
polyk6tides synthases (Pks)de type I. 

Les Inventeurs ont 6mis I'hypothese que la 
reaction de condensation conduisant aux acides mycoliques 
35 chez les mycolatas pourrait etre catalysee par une Pks de 
type I ayant une specif icite de substrat inhabituelle , 

Pour verifier cette hypothese, ils ont d' abord 
recherche, a partir de sequences de mycolatas presentes dans 
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les bases de donnees, s'il existalt une Pks commune k ces 
bact^ries et comprenant les domaines fonctionnels n^cessaires 
a la reaction de condensation, a savoir : un domaine acyl 
transferase (AT), un domaine ketosynthase (KS), un domaine 
« acyl carrier protein » (ACP) , et un domaine thioest^rase 
(TE) . 

lis ont ainsi identifie chez M. tuberculosis, un 
gene denomme pksl3 codant pour une Pks de type I, ainsi que 
des orthologues de ce gene chez les autres mycobacteries, 
ainsi que chez les coryn6bacteries . Ces prot^ines poss^dent 
de fortes similarit^s de sequence (70 a 80% d' identity sur 
toute la longueur de la prot6ine pour les differentes PkslS 
mycobact6riennes et 40 a 50% d' identity entre PkslS de M. 
tuberculosis et Pksl3 de C. glutamicum ou C. diphteriae) , et 
poss^dent en outre les domaines, mentionn^s ci-dessus, qui 
sont n6cessaires a la reaction de condensation et au 
relargage du produit. 

Ces prot6ines seront done designees ci-apr^s sous 
le terme g6n6ral « PkslS » 

Inventeurs ont en outre rnontr^ que 
1' inactivation du g^ne codant pour PkslS conduisait au 
blocage de la synthese des acides mycoliques, et ^ une perte 
de la viability bact§rienne. 

En outre, ils ont produit et purifi^ la protdine 
25 PkslS sous forme recombinante. 

Les r^sultats obtenus par les Inventeurs montrent 
que PkslS est la condensase intervenant dans la synthese des 
acides mycoliques, et qu'il s'agit d'une enzyme cle dans 
1' assemblage de I'enveloppe des mycolatas, et essentielle 
pour la viabilite des mycobact^ries . 

La presente invention a pour objet une proteine 
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b) elle possede un domaine acyl transferase (pf am00698 ) un 
domaine k^toacylsynthase (pfam02801 ou pfaiti00109) , au moins 
un domaine acyl carrier protein (COG0331 ou COG0304,), et un 
domaine thioesterase (COG3319 ou pfam00975) 
5 c) elle catalyse une condensation de Claisen entre une 
molecule d'acyl-CoA et une molecule d' acylmalonyl-CoA, 

Selon un mode de realisation prefer^ de la 
presente invention, ladite proteine Pksl3 catalyse une 
condensation de Claisen entre : 

10 a) une molecule d' acyl-CoA de formule I : 

O 

II 

^CH2 S CoA 

dans laquelle Rl est une chalne comprenant de 6 a 68 atomes 

de carbone, pouvant contenir une ou plusieurs doubles 

liaisons -C=C-r et/ou un ou plusieurs cycles cis/ trans- 

CH3 o 
I II 

15 cyclopropane, et/ou un ou plusieurs groupes — CH-o — c — . 
et/ou pouvant porter un ou plusieurs groupes lateraux choisis 
parmi -CH3, =0, --0-CH3 ; 

et 

b) une molecule d' acylmalonyl-CoA de formule II : 

O 

II 

^CH CoA 

20 COOH (11) 

dans laquelle R2 est un alcane lineaire comprenant de 10 k 24 
atomes de carbone ; 

pour former un interm6diaire p-ceto acyl de formule III : 

O O 

^CH2 CH ^OH 



(III) 

25 dans laquelle Rl et R2 sont tels que d^finis ci-dessus. 
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Des dispositions particuli^res de ce mode de 
realisation sont les suivantes : 

- ladite prot6ine Pksl3 catalyse la formation 
d'un p-ceto acyl de formule III dans laquelle Rl comprend de 
6-16 atomes de carbone et R2 comprend de 12 ^ 16 atomes de 
carbones. Ladite prot6ine peut notamment §tre obtenue ^ 
partir du genre Corynebacterium ; 

- ladite prot6ine Pksl3 catalyse la formation 
d'un p-ceto acyl de formule III dans laquelle Rl comprend de 
28-48 atomes de carbone et R2 comprend de 14 k 16 atomes de 
carbones. Ladite prot^ine peut notamment Stre obtenue ^ 
partir du genre Gordons ; 

- ladite prot6ine Pksl3 catalyse la formation 
d'un p-ceto acyl de formule III dans laquelle Rl comprend de 
42 ^ 68 atomes de carbone et R2 comprend de 18 d 24 atomes de 
carbones. Ladite prot^ine peut notamment ^tre obtenue ^ 
partir du genre Afycojbacteriufli ; 

- ladite proteine PkslS catalyse la formation 
d'un p-ceto acyl de formule III dans laquelle Rl comprend de 
24 ^ 46 atomes de carbone et R2 comprend de 10 ^ 16 atomes de 
carbones. Ladite proteine peut notamment dtre obtenue k 
partir du genre genre Nocardia ; 

- ladite proteine PkslS catalyse la formation 
d'un p-ceto acyl de formule III dans laquelle Rl comprend de 
14 ^ 34 atomes de carbone et R2 comprend de 10 ^ 16 atomes de 
carbones. Ladite prot6ine peut notamment Stre obtenue ^ 
partir du genre genre Rhodoccocus ; 

- ladite proteine Pksl3 catalyse la formation 
d'un p-ceto acyl de formule III dans laquelle Rl comprend de 
-0 j 5'-: .?t.i.m=£ .ie cBrbrn- F2 ccrnprend .:U iS a 10 ittcou-- 
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70% d' identity avec la proteine Pksl3 de M. tuberculosis 
(SEQ ID NO: 1) • 

Selon encore un autre mode de realisation de la 
presente invention^ ladite proteine Pksl3 possede au moins 
5 50% d'identite, de preference au moins 60%, et de maniere 
tout ^ fait pr^feree au moins 70% d'identite avec la proteine 
Pksl3 de Corynebacterium glutamlcum (SEQ ID NO: 2) . 

La presente invention a 6galemcnt pour objet un 
vecteur d' expression, comprenant une sequence 

10 polynucleotidique codant pour une proteine PkslS conforme k 
1' invention, ainsi qu'une cellule-hdte, procaryote ou 
eucaryote, transform^e par ledit vecteur d' expression. 

La presente invention a 6galement pour objet un 
proc6de de production d'une proteine PkslS conforme a 
15 1' invention, caracteris6 en ce qu'il comprend la mise en 
culture d'une cellule-h6te conforme k 1' invention, et la 
purification de la proteine PkslS h. partir de ladite culture. 

La presente invention a egalement pour objet un 
proc6de pour inhiber la biosynthese de I'enveloppe des 
20 mycolatas caract6ris6 en ce qu'il comprend 1' inhibition de 
1' expression ou de I'activite de la proteine PkslS chez 
lesdites bacteries* 

Du fait de son caract^re essentiel pour la 
viabilite, et de sa specif icit6- d' action, la condensase PkslS 
25 constitue une excellente cible potentielle pour la conception 
de nouveaux medicaments, notamment de nouveaux 
ant ituberculeux . 

La pr6sente invention a en consequence pour objet 
1' utilisation d'une condensase PkslS conforme a 1' invention, 
SO pour le criblage d' antibiotiques actifs sur les mycolatas, et 
notamment sur les mycobact§ries . 

La presente invention sera mieux comprise k 
I'^aide du complement de description qui va suivre, qui se 
r6f6re a des exemples illustrant 1' identification, la 
35 production, et la purification de la condensase Pksl3, ainsi 
que les effets de son inactivation sur la viabilite des 
mycolatas. 
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EXEMPLE 1 : IDENTIPICMION DE lA CONDENSASE PKS13 

M. tuberculosis contient 16 Pks de type I parmi 
lesquelles 9 se retrouvent 6galement chez M. leprae. Parmi 
ces 9 enzymes putatives, 7 sont d^j^ connues pour leur 
implication dans la biosynthfese d'autres groupes de lipides 
Chez M. tuberculosis (AZAD et al., J. Biol. Chem. 272 : 
16741-16745, 1997 ; CONSTANT et al., J. Biol. Chem. 277 : 
38148-38158, 2002). Parmi les deux prot^ines candidates 
restantes, celle d6noiran6e ML1229 presente la mdme 
organisation de domaine ainsi que de fortes similarit^s de 
sequences avec les Pks de type I de M. tuberculosis 
impliquees dans la biosynthdse des acides gras polym6thyl 
ramifies. Le second candidat est d6nomm§ Pksl3 dans M. 
tuberculosis et MLOlOl dans M. leprae. 

L' analyse de la s6quence d^duite de Pks 13 (Num6ro 
d'accession NP_338459 ; 1733 acides amines) de M. 
tuberculosis CDC1551 r6vele la presence des differents 
domaines catalytiques n^cessaires et suffisants pour la 
catalyse de la condensation de type Claisen intervenant dans 
la formation des acides mycoliques : deux domaines « Acyl 
carrier protein » (ACP) (acides amines 39 k 107 et 1237 k 
1287), un domaine « k6tosynthase » (KS) (acides amines 119 k 
543), un domaine « acyl transferase » (AT) (acides amines 640 
a 1045), et un domaine « thioest^rase » (TE) (acides amines 
1464 a 1543) . 

Des orthologues de ML1229 et Pksl3 ont 6t6 
recherch^s chez differentes esp^ces en utilisant le programme 
BLAST (ALTSCHUL et al., Nuceic Acid Res. 25 : 3389-3402, 
1997) . Les sequences de differentes condensases putatives 
Pksl3 codees par le g^ne pksl3, « acyl-CoA synthase » FadD32 
et sous-unite de I'acyl-CoA carborcvlase AccDJ (codees 
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Aucun orthologue de ML1229 n'a ete identifie chez 
trois especes de coryn6bacteries (C. glutamicunir C. efficiens 
et C. diphteriae) alors que des orthologues de Pksl3 (MLOlOl) 
ont 6te retrouves chez les trois especes de corynebacteries 
susmentionnees et chez trois autres especes de mycobacteries 
{M. smegmatis, M. marinum et avium) • Ces proteines Pksl3 
contiennent les domaines catalytiques requis pour la 
condensation conduisant a la synthase de I'acide mycolique,- 
et les genes correspondaiits sont localises en aval de g^nes 
connus pour leur implication dans le transfert de I'acide 
mycolique sur 1' arabinogalactane (PUECH et al.^ Mol. 
Microbiol. 44 : 1109-1122, 2002). Les identit6s des sequences 
des prot6ines Pksl3 par rapport k la sequence complete de la 
PkslS de M. tuberculosis sont presentees dans le tableau 1 
ci-dessous : 



Tableau 1 







.12 






g 




diphteriae 




leprae 


smegmai 


marinum 


avium 


glutamicL 


eWmiens 












C) 


<J 


cj 


FadD32 


93% 


75% 


93% 


83% 


40% 


42% 


42% 


Pks13 


83% 


71% 


84% 


81% 


44% 


43% 


44% 


AccD4 


91% 


81% 


85% 


80% 


54% 


52% 


53% 



La presence de PkslS a egalement ete mise en evidence dans 
d' autres especes bacteriennes produisant des acides 
mycoliques, en amplifiant par PGR un fragment interne de 1 kb 
de pksl3 a partir du g6nome de Nocardia asteroldes ATCC19243, 
Rhodococcus rhodochrous ATCC13808 et Tsukamurella 
paurometabolum CIP100753T, en utilisant les amorces 
degener6es suivantes : 

pksl3a : 5' -GCTGGARCTVACVTGGGARGC-3' (SEQ ID NO : 3) 
pksl3b : 5'-GTGSGCGTTGGYDCCRAAVCCGAA-3' (SEQ ID NO : 4) 

Les conditions de PGR sont : 2,5 unites de Taq 
polymerase (ROGHE MOLECULAR BIOCHEMICALS) 10% de dimethyl 
sulfoxyde (MeaSO) , 1 mM de dNTP et 4 |HM de chaque amorce dans 
un volume final de 50 ^il, dans les conditions recommandees 
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par le fournisseur (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS) . Le 
prograinme d' amplification est : 5 min ^ 94 °C, puis 35 cycles 
de 1 min a 94°^ 1 min k 1 min 30 sec ^ 72°^ puis 

1 cycle de 10 min a 72 "C. Pour T. paurometabolvm, les 6tapes 
a 58 °C sont remplacees par des Stapes k SO'C. 

Les sequences de ces fragments pr6sentent 40% 
d' identity sur toute leur longueur avec la Pksl3 de M. 
tuberculosis, sugg6rant 6galement la presence de pksl3 chez 
ces bact^ries. 

L' ensemble de ces r6sultats sugg^re que la 
proteine Pksl3 est retrouvee chez toutes les mycolatas 
produisant des acides mycoliques, et que parmi les Pks de 
type I, elle est la seule enzyme susceptible de catalyser la 
condensation des chalnes a et p d' acides gras pour former les 
acides mycoliques. 

EXEMPLE 2 : CLONA6E, SUREXPRESSION ET PURIFICATION DES 
PROTBINES PKS13 DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS ET 
CORYNEBACTERIUM 6LUTAMICUM 

Construction des plasmides 

La souche de C. glutamicum ATCC13032 (DUSCH et 
al., Appl. Environ. Microbiol. 65 : 1530-1539, 1999) est mise 
en culture sur un milieu BHI (DIFCO) . La souche de M. 
tuberculosis H37Rv est mise en culture sur un milieu liquide 
Middlebrook 7H9 (DIFCO) additionn6 de 10% ADC (DIFCO) et de 
0,05% Tween 80. 

Les milieux de culture sont additionn^s de 
kanamycine, d' hygromycine, de chloramphenicol et de sucrose 
quand n^cessaire a une concentration finale de 40 jag/ml, 
50 ng/ml, 15 ng/ml et 10% (p/v) , respectivement . 

L'ADN bact^rien total est extrait h partir do 
ml cle .rultur-2c l.x-.TaiC«s saturess ccr^n- derr^t rlzinc EELXlILS 
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13Rtb 5'-GAGGACATATGGCTGACGTAGCGGAATC-3' (SEQ ID NO : 5} et 
13Stb 5'-CGGTGAAAGCTTCTGCTTGCCTACCTCACTTG-3' (SEQ ID NO : 6) , 
avec 2,5 unites d'ADN polymerase Pfu (PROMEGA, Lyon, France), 
10% de dimethyl sulf oxyde (Me2S0) , et 1 de chaque amorce 
dans un volume final de 50 |il, dans les conditions 
recommand^es par le fournisseur (PROMEGA, Lyon, France) . Le 
programme d' amplification est : 5 min k 94^*0, puis 30 cycles 
de 1 min a 94 "C, 1 min a 57 °C, 5 min ^ 72 ^C, puis 10 min ^ 
72 °C. Le produit d' amplification est purifie en utilisant le 
kit Qiaquick (QIAGEN, Courtaboeuf , France) , puis digere avec 
les enzymes de restriction Ndel/Hlndlll. Le fragment obtenu 
est insert dans le vecteur pET26b (NOVAGEN) , lui-m§me coupe 
avec les enzymes de restriction Ndel/Hxndlll. Le plasmide 
resultant, d6nomm§ pWM35, contient le g^ne pksl3 fusionn^ en 
3' du gene ^ une etiquette formee de 18 nucleotides codant 
pour une sequence de 6 histidines. 

Le g^ne pksl3 de M. tuberculosis est amplifi6 par 
PGR a partir de I'ADN total de la souche H37Rv et des amorces 
13Rtb 5'-GAGGACATATGGCTGACGTAGCGGAATC-3' (SEQ ID NO : 5) et 
13Ttb 5'-GCTCGGGGATCCTCACTGCTTGCCTACCTCAC-3< (SEQ ID NO : 7), 
dans les memes conditions que celles d^crites ci-dessus. Le 
produit d' amplification est purifie comme decrit ci-dessus 
puis digere avec les enzymes de restriction Ndel/BamHI . Le 
fragment obtenu est insere dans le vecteur pETlSb (NOVAGEN) 
prealablement coupe avec les enzymes de restriction 
Ndel/BamHI. Le plasmide resultant, pWM36, poss^de le g6ne 
pksl3 fusionn6 en 5' du g^ne k une etiquette de 18 
nucleotides codant pour une sequence de 6 histidines. 
Plasmide plHMSS 

Le gdne pkslS de C. glutamicum ATCC13032 est 
amplifi^ par PGR a partir de I'ADN total de cette souche et 
des amorces 13Ccg 5 ' -AATATGACTAGTAGCCAATCGTCGGATCAGAAG-3 ' 
(SEQ ID NO : 8) et 13Dcg 5'- 

AGCTCTAGATCTCTAATTCTTCCGAGAAATCTCAT-3' (SEQ ID NO : 9), dans 
les m§mes conditions que celles d^crites ci-dessus. Le 
produit d' amplification est purifi6 comme pr6c6demment puis 
dig6r§ avec les enzymes de restriction Spel/Bglll. Le 



11 



fragment obtenu est ins6r6 dans le vecteur pETlSb modifi6 par 
insertion d'un site Spel k la place du site Xhol, puis coup6 
avec les enzymes de restriction Spel/BamHI. Le plasmide 
resultant, pWM38, poss^de le g§ne pksl3 de C. glutamicim 
fusionn§ k une Etiquette de 18 nucleotides en 5' du gdne 
codant pour une sequence de 6 histidines. 

Srtrexpression des proteines Pksl3 de lftrcojbaeter^«m 

tviberculosis et Cojrynebacte:ri»m ,t7,,*-^^4 ggja phe z Esahmrir^h-t ^ 
colx 

Les plasmides pWM35, pWM36 et pWM38 sont 
transf6r6s dans la souche Escherichia coli BL21 (DE3) :pLysS 
(NOVAGEN) . 

Les trois souches sont inocul^es dans 3 ml de 
milieu LB contenant du chloramphenicol (30 pg/ml) et de la 
kanamycine (40 ^xg/ml) ou de 1' ampicilline (100 ^ig/ml) en 
fonction des plasmides. Les cultures sont incub6es k 37 °c 
sous agitation (250 tr/min) jusqu'S saturation. 

One dilution au 1/100^"'^ de ces cultures est 
r6alis4e dans 200 ml de milieu LB contenant de la kanamycine 
ou de I'ampicilline. Ces nouvelles cultures sont incubees 
sous agitation it 37»C pendant 2h30 (DOeooma = 0,7-0,8). De 
I'isopropyl-thio-p-D-galactoside (IPTG) est ajout6 a une 
concentration finale de 0,5 mM et la culture est incub^e 3h ^ 
30''C sous agitation. 

Purification des pro teines Pksl3 de Mvcohacterxvau 

tvbexaalosxa et Coarynebactearltna glutamxcum 

Les cellules exprimant les differentes prot6ines 
Pksl3 sont culottees par centrifugation a 2500 g pendant 
15 min, puis reprises dans 40 ml de tampon de charge (Tris- 
HCl 50 mM pH=7,5, Imidazole 5 mM, NaCl 300 mM) . Les cellules 

eont congelees 6 -1-rc pend-snt 15h,. puir ell-s r.^^vA^.T^rr-.^ - 
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« Chelating Sepharose Fast Flow » (AMERSHAM) en FPLC (BIORAD 
HP duoflow) • La proteine est §luee par gradient de 5 ^ 150 mM 
d' Imidazole avec un pic d'elution a 90 mM. Les fractions 
enrichies en proteines sont melang^es, concentrees par 
filtration sur centripep 30 (AMICON) , et la proteine est 
separee des contaminants r6siduels par chromatographie 
d' exclusion (S-200 16/60 mm, AMERSHAM) en FPLC. 

En suivant cette procedure, environ 20 mg de 
proteines Plcsl3 de M. tuberculosis on de C. glutamicum sont 
obtenus . 

BXEMPLE 3 : ANALYSE BIOCHIMIQUE DE MUTANTS Apksl3 DE 
CORYNEBACTERIUM GLUTAMICDM ET MYCOBACTERIOM SMEGMATIS 

La souche de C. glutamicum ATCC13032 est mise en 
culture comme precedemment decrit* 

La souche de M. smegmatis rac^l55 de type sauvage- 
(SNAPPER et al-, Mol. Microbiol. 4 : 1911-1919, 1990) est 
mise en culture sur un milieu LB (DIFCO) supplements par 
0,05% de Tween 80 afin d'eviter 1^ agregation. 

Les milieux de culture sont additionnSs de 
kanamycine, d' hygromycine, de chloramphenicol et de sucrose 
quand n6cessaire k une concentration finale de 40 jig/ml, 
50 fig/ml, 15 }xg/ml et 10% (p/v) , respectivement . 

L'ADN bacterien total est extrait k partir de 
5 ml de culture liquide satur6e comme d6crit dans BELISLE et 
al., 1998 • Le culots d'ADN est re-suspendu dans 100 |li1 de 
Tris 10 mM (pH 8) . 

Cons-bructlon d^un mutant: de C. ^Ixit&adLcsvaa 
Souche mutante Apksl3 de C glxitamlcvaa 

Deux fragments d'ADN de 0,9 kb et 0,7 kb 
chevauchant le g^ne pksl3 sur ses extr^mite 5' et 3' sont 
amplifies par PGR k partir de I'ADN total de C. glutamicum en 
utilisant respectivement les couples d' amorces suivants : 
pkdelS : 5' -GAAATCTCGAGCCACGGCGAAA-3' (Tm=54''C) 
(SEQ ID NO : 10) 

pkdel2 : 5' -ACGATTGCCGCGGTTCCATATTG-3' {Tm=54''C) 
(SEQ ID NO : 11) 
et 
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pkdel3: 5' -CATCCTGTTCCGCGGAACGCATGC-S' (Tm=54'C) 

(SEQ ID NO : 12) 

pkdel4: 5' -CAGCATGATGGAGATCTGAGGGC-3' (Tm=54*'C) 
(SEQ ID NO : 13) 

Les conditions de PGR sont : 1 unit6 de Taq 
polymerase (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS) , 2 mM MgClz, 0,2 itiM 
de dNTP et 0,5 ^iM de chaque amorce dans un volume final de 
50 ixl, dans les conditions recommand^es par le fournisseur 
(ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS) . Le programme d' amplification 
est : 2 min ^ 94 °C, puis 35 cycles de 1 min A 94 'C, 30 sec A 
54 "C, 1 min 30 sec a 72 °C, puis 1 cycle de 10 min it 12°C. 

Ces fragments sont inseres dans le plasmide pMCSS 
(MOBITEC, Gdttingen, Allemagne) . Une cassette de resistance k 
la kanamycine est inseree entre ces deux fragments PGR pour 
donner le plasmide pCMS5::p;rs. Ce plasmide est transfer^ dans 
la souche C. glutamicum et les transforraants sont 
s61ectionn6s sur un milieu gelos6 contenant de la kanamycine. 

La Figure 3A pr^sente schematiquement la 
structure g^netique du locus pksl3 dans la souche de type 
sauvage (WT) et dans la souche mutante Apksl3 de C. 
glutajnicum. Dans cette derni^re, 1' allele de type sauvage de 
V>ksl3 present sur le chromosome est remplac6 par un allele 
mute contenant une dilution interne de 4,3 kb dans laquelle 
le gdne km codant pour la kanamycine est insere. Les boltes 
indiquent les diff^rents g^nes du locus pkslS, La 
localisation et le nom des amorces utilis^es pour 1' analyse 
par PGR des souches mutantes sont indiqu6s par des tStes de 
fleche. Les produits d' amplification PGR attendus pour les 
diff^rentes souches sont indiques sous chaque structure 
genetique . 

Les transformancs .IphslS Hans isscualc ir. 
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thermosensibilite qui les rend incapables de croitre ^ des 
temperatures sup§rieures ^ 30 °C contrairement au type sauvage 
qui produit des colonies sur milieu gelos6 jusqu'a 37 "C (4) 
une forte agr^gation en culture liquide en absence de 
detergent . 

Ces transf ormants sont caract6ris6s par PGR en 
utilisant les amorces suivantes : 

fa2 : 5''-TCTGACCACCTTCCGTGAAGC-3' {Tm=55''C ou 62°C) 

(SEQ ID NO : 14) 

ac2 : 5'-GAACGAGTTCAGAGCTTC-3' (Tm=55"'C ou 62*C) 

(SEQ ID NO : 15) 

KIO : 5'-TATTTCGAATGGTTCGCTGGGTTTATC-3' (Tm=55°C) 

(SEQ ID NO : 16) 

K7 : 5' -TAAAAAGCTTATCGATACCG-3' (Tm=55°C) 

(SEQ ID NO : 17) 

pkl : 5' -GCCGTGACGGTATCTCGG-3' (Tm=55°C) 

(SEQ ID NO: 18) 

pk2 : 5'-CCAGGGCAGTTGCTTCAATG-3' (Tm=55'*C) 

(SEQ ID NO: 19) ' 

La Figure 3B presente les r6sultats d' analyse par 
PGR du mutant Apksl3 et de la souche de type sauvage (WT) de 
C. glutamicum. 

Souche lautant^e 4pJts25:pC6I.2308 de C. fflutamlcvaa 

Un plasmide de complementation, pGGL2308, est 
produit par 1' insertion dans le vecteur pCGL482 (PEYRET et 
al., Mol. Microbiol, 9 : 97-109, 1993) d' un fragment de 
5,3 kb de C. glutamicum, comprenant le g%ne pksl3 et la 
region de 417 pb en amont de ce gene, obtenu par PGR k partir 
de I'ADN total de C. glutamicum en utilisant le couple 
d' amorces suivant : 

pk3 : 5'-TGGGGAAAGATGTCACGCGGCG-3' (Tm=62°C) 
(SEQ ID NO : 20) 

pk4 : 5'-GGGTGGGGGGAGATCTGGTAGC-3' (Tm=62°C) 
(SEQ ID NO : 21) 

Le plasmide pCGL2308 resultant est transfer^ par 
electroporation dans la souche Apksl3 de C. glutamicum et 
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les transformants dpJrsI3:pCGL2308 sont s61ectionn6s sur 
milieu gelose contenant de la kanamycine. 

Les transformants JpArslJ:pCGL2308 pr^sentent une 
morphologie brillante et lisse, une Vitesse de croissance 
interm§diaire entre la souche sauvage et la souche mutante, 
une incapacite A pousser a des temperatures superieures ^ 
32°C (alors que la souche sauvage pousse A 31° C) , ainsi 
qu'une teneur en acide mycolique beaucoup plus faible que 
celle de la souche sauvage. 

II apparalt done que la complementation par le 
plasmide induit une reversion partielle vers le phenotype 
sauvage . 

Construction d^un mutant: conditxonnel de M. ameamatls 

Souche mutant© PMM47 de M. smegmatxs 

Deux fragments d'ADN d' environ 1 kb chevauchant 
le gene p;csI3 sur ses extr^mites 5' et 3' sont amplifies par 
PGR a partir de I'ADN total de M, smegmatxs en utilisant 
respectivement les couples d' amorces suivants : 

13 F : 5'-GCTGTAGAGTTTAAAGGGTGGACGTGTGCAAGGTCAAGG-3' 
(SEQ ID NO : 22) 

13G : S'-GGAGTAGTGGTGGAAACCGAGGGTGAGCAG-S' 
(SEQ ID NO : 23) 
et 

13H : 5'-GGACTAGTCGGCATCTTGAACGAGTTGG-3' 
(SEQ ID NO : 24) 

131 : 5'-CCCAAGCTTGTTTAAACTTGTCGAAGTGGTTGGACGG-3' 
(SEQ ID NO : 25) 

Les conditions de PGR sont : 3 unites de 
polymerase Pfu (PROMEGA, Lyon, France), 10% de dimethyl 
sulfoxyde (Me.SO) , 1 rtiM de dNTP et 1 de chaque amorce dans 
im Trolurne final de ?0 jliI. dans les conditions ;-^.-,-.w.-,n.^A^, 
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de resistance ^ 1 ' hygromycine est ins^ree entre ces deux 
fragments PGR pour donner le plasmide pDP28. Ce plasmide non 
replicatif contenant le marqueur sacB et une copie de 
1' allele mute pksl3: :hyg est transfere dans la souche M. 
5 smegmatls par electroporation et les transf ormants sont 
selectionnes sur milieu gelos6 contenant de 1' hygromycine * 

Les transf ormants ayant integr§ le plasmide pDP28 
par simple recombinaison entre les copies du type sauvage et 
mute du gene pksl3 sont caracterises par PGR en utilisant les 
10 amorces suivantes : 



13 J : 5'-CTTCCACGACATGGTCTGAT-3' (SEQ ID NO : 26) 

13K : 5'-CACGATCGAGTCGAGCTCGA-3' (SEQ ID NO : 27) 

HI : 5'-AGCACCAGCGGTTCGCCGT-3' (SEQ ID NO : 28) 

H2 : 5'-TGCACGACTTCGAGGTGTTCG-3' (SEQ ID NO : 29) 

15 Les conditions de PGR sont : 2,5 unites de Taq 



polymerase (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS) r 10% de dimethyl 
sulf oxyde (MeaSO) , 1 mM de dNTP et 1 |liM de chaque amorce dans 
un volume final de 50 jil, dans les conditions recommand^es 
par le fournisseur (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS) . Le 

20 programme d' amplification est : 5 min a 94 "^C, puis 30 cycles 
de 1 min a 94 "^C, 1 min a 62 ""C, 2 min 30 sec a 72 ""C, puis 
1 cycle de 10 min a 7 2 ""C. Une souche denomm^e PMM47 de M. 
smegmatis est selectionnee, dans laquelle le plasmide pDP28 
s''est insere au locus pksl3 par simple recombinaison. Des 

25 6talements ^ differentes temperatures (25''C, 32''C ou 37 ^^C) 
d'une culture de PMM47, sur un milieu contenant 10% de 
sucrose et de 1' hygromycine produit des clones avec une 
mutation dans le g6ne sacB mais aucun 6v6nement de seconde 
recombinaison pouvant produire une souche portant seulement 

30 I'allfele mut6 pkslS: :hyg n'est s61ectionn6* 

Ce result at indique que le gdne pkslS est 
essentiel pour la croissance des mycobact6ries . Afin de 
confirmer cette hypothese, une seconde copie du gene pkslS de 
type sauvage est transf6r6e dans PMM47 clonee sur un vecteur 

35 mycobacterien thermosensible . 
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Souche mutante thexmosensible VMtMS '.pDP32 de M. smegzaatls 

Pour produire le plasmide de complementation 
pDP32, le gdne pksl3 est amplifi6 par PGR ii partir de I'ADN 
total de Af. smegmatis en utilisant les amorces 13R 5'- 
ATGAGATCTGATGAAAACCACAGCGAT-3' (SEQ ID NO : 30) et 13P 5'- 
GGACTAGTCTTGGCGACGGCCTTCTCAC-3' (SEQ ID NO : 31) . 

Les conditions de PGR sont : 3 unites d'ADN 
polymerase Pfu (PROMEGA, Lyon, France), 10% de dimethyl 
sulfoxyde (MeaSO) , 1 mM de DNTP, et 1 ^ de chaque amorce 
dans un volume final de 50 ^il, dans les conditions 
recommandees par le fournisseur (PROMEGA, Lyon, France) . Le 
programme d' amplification est : 5 min a 94 "C, puis 30 cycles 
de 1 min ^ 94 "C, 1 min a 58 °C, 5 min it 72 °C, puis 10 min k 

Le gdne pksl3 est ins6r6 dans un plasmide 
mycobact^rien thermos ens ible d6riv6 du plasmide pCG63 
(GUILHOT et al., PEMS Microbiol. Letter 98 : 181-186, 1992) 
et contenant une cassette d' expression mycobact^rienne, avec 
un promoteur mycobact^rien, pBlaF*, en amont d'un site 
multiple de clonage lui-m§me en amont d'un terminateur de 
transcription (LE DANTEG et al., J. Bacterid. 183 : 2157- 
2164, 2001). Le plasmide pDP32 resultant est transfers par 
61ectroporation dans la souche PMM47 de M. smegmatis et les 
trans formants sont selectionn6s sur milieu g61os4 contenant 
de la kanamycine et de I'hygromycine. La seconde 
recombinaison au locus chromosomique pksl3 est s61ectionn6e 
par §talement d'une culture liquide de ces transf ormants a 
30 °C sur milieu gelos§ contenant de la kanamycine, de 
I'hygroraycine et du sucrose a 30°C. Les colonies sont 
cribl6es par PGR en utilisant les amorces suivantes : 
13 J ' 5'-CTTCCACGACATGGTCTGAT-3' (SEQ ID NO : 26) 
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un volume final de 50 dans les conditions recoraraand6es 

par le fournisseur (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS) . Le 
programme d' amplification est : 5 min a 94 "^C, puis 30 cycles 
de 1 min a 94*^0, 1 min k 62°C, 2 min 30 sec ^ 12''C, puis 
1 cycle de 10 min a 72**C. 

La Figure 4A presente sch6matiquement la 
structure gen6tique du locus pksl3 obtenu au cours de la 
construction du mutant conditionnel PMiyi48 :pDP32 de M. 
smegmatis. Les boltes indiquent les diff brents genes du locus 
pksl3. La localisation et le nom des amorces utilisees pour 
1' analyse par PCR .des souches mutantes sont indiques par des • 
tetes de fldche. Les produits d' amplification PCR attendus 
pour les differentes souches sont indiques sous chaque 
structure genetique . 

La Figure 4B pr§sente les r6sultats d' analyse par 
PCR du mutant conditionnel PMM48:pDP32 de M. smegmatls et de 
ses souches parentales PMM47 et mc^lSS (WT) . 

En utilisant ces conditions, 8% des colonies v 
s61ectionn6es Hyg^, Km^, Suc^ sont le r6sultat d'un echange*. 
all61ique ; les autres clones 6tant le r6sultat d'une 
mutation du gene sacB. 

La souche d6nomm6e PMM48:pDP32, dans laquelle la> 
copie chromosomique de type sauvage du g^ne pksl3 est 
remplacee par 1^ allele mute pks::hyg et une copie du gene 
pkslS fonctionnelle se trouve sur un plasmide thermosensible, 
est s61ectionnee pour une analyse ph6notypique . Les resultats 
sont representees dans la Figure 4C. 

Legende de la Figure 4C : 
□ = souche recombinante PMM48:pDP32 de M. smegmatls 
♦ = souche de type sauvage (WT) 

Des 6talements de cette souche recombinante sur 
milieu gelose contenant de 1' hygromycine ^ 32°C ou 42®C 
r6v61ent qu'elle est incapable de former des colonies ^ 
temperature 61ev6e. En culture liquide ^ 32 "^C, cette souche 
crolt aussi vite que la souche de type sauvage, une 
temperature permissive pour le plasmide pDP32 . Cependant, 
lorsque la culture est plac6e k 42^*0, une temperature non 
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permissive pour le plasmide pDP32, le nombre de bact4ries 
viables augmente jusqu'au temps 12h a 24h post-inoculation, 
puis demeure stable au cours des 24 heures suivantes avant de 
decroitre ; les seules bact^ries viables sont celles qui ont 
conserve una copie du plasmide de complementation. 

Ces resultats montrent que le g^ne pksl3 est 
essential pour la survie de M. smegmatis, comme attendu d'un 
gene codant pour une enzyme impliqu6e dans la biosynth^se des 
acides mycoliques. 

Analyse bio chimicme des mutants Ar>ksl3 de C m cvm. et 
KaM48;pDP32 de M. sxaetmatis 

Protocole analyse 

Les souches de C. glutamicum sont mises en 
culture jusqu'en phase exponentielle et marquees avec de 

15 1' acetate t"C] 0,5 ^Ci/ml (activity sp^cifique de 
54 mCi/mmol ; ICN, Or say, France) pendant 3h. Pour le 
radiomarquage du mutant conditionnel de M. smegmatis A 
temperature non permissive, PMM48:pDP32 et la souche de type 
sauvage mc^lSS sont mises en culture a 30 °C. Ces cultures 

20 sont ensuite diluees dans du milieu frais a une D06oonin= 0,005 
et incubees h. 42°C jusqu'a une D06oonm= 0,3. Les cellules sont 
ensuite marquees pendant 3h avec de 1' acetate [^"c] 
0,5 nCi/ml. 

Les acides gras sont prepares S partir des 
25 cellules marquees et s6par6s par chromatographie sur couche 
mince sur Durasil 25 en utilisant du dichloromethane ou un 
melange 6ther/di6thylether (9:1) comme 61uant comme d6crit 
dans LAVAL et al. (Anal. Chem. 73 : 4537-4544, 2001). Les 
composes marqu6s sont quantifies sur un Phosphomalger 
30 (AMERSHAM BIOSCIENCES) . 

Pour les analycGS par chrc-matocfraphie en r-has-e 
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gaz de reaction (CI/NH3) , coupl6 avec un chromatographe en 
phase gazeuse Hewlett-Packard 5890 series II associ6 a lane 
colonne OVl similaire (0,30 mm x 12 m) • 
Resul-bats 

5 Mutants Apksl3 et 4P-fe''g'^3:pCGL2308 de C, g-lutamicum 

La Figure 3C illustre le r6sultat de 1' analyse 
des acides gras liberes apres saponification a partir de la 
souche de type sauvage (WT) et des mutants Apksl3 et 
ApkslS: PCGL2308 de C. glutamicim. L' analyse par 

10 chromatographie sur couche mince de ces produits r6vfele que 
les spots correspondant aux acides mycoliques ou a la 
palmitone;- un produit de degradation de 1' intermediaire 
ceto acyl resultant de la reaction de condensation, ne sont 
plus detectables chez les mutants. Cette observation est 

15 confirmee par 1' analyse en GC~MS qui d^montre que le mutant.. 
ApkslS de C. glutamicum ne synthetise plus d'' acides • 
mycoliques mais produit une quantite similaire d' acides gras ,. . 
C16-C18, le precurseur de mycolate, de celle de la souche de , 
type sauvage (donnees non representees). Cette production,..; 

20 d' acides mycoliques est partiellement restaur6e suite au 

transfert dans la souche mutante ApkslS d'un plasmide..: 
portant le gene pkslS fonctionnel de C. glutamicum ; ce qui , 
demontre que ces phenotypes sont ef f ectivement dus a la 
d616tion de pkslS. La restauration partielle suggere soit que 

25 1' expression de pkslS par le plasmide n'est pas du mSme 
niveau que celle dans la souche de type sauvage, soit que 
1' insertion chromosomique de la cassette kanamycine exerce un 
effet polaire sur 1' expression du gene accD4f ou les deux. 

En outre, dans les Mycolatas, les acides 

30 mycoliques sont supposes contribuer a la bicouche lipidique 
qui forme un homologue fonctionnel ^ la membrane externe des 
bact6ries Gram-negative. Chez les corynebacteries et les 
mycobact6ries, un plan de cryofracture se propage entre les 
deux couches de cette pseudo membrane externe. Comme attendu, 

35 la Figure 3D montre la perte de ce plan de fracture dans la 
souche mutant ApkslS de C. glutamicum alors qu'il est 
clairement visible dans la souche de type sauvage, ce qui 
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sugg^re que la bicouche lipidique composee majoritairement 
d'acides mycoliques n'est plus presents dans le mutant. 

Ces resultats montrent que le mutant Apksl3 de C. 
glvtamicum est bien depourvu d'une enzyme essentielle dans la 
5 biosynthese les acides mycoliques. 
Mutant PMM48;pDP32 de M. smeamatis 

La Figure 4D illustre le result at de 1' analyse 
des acides gras Iib6r6s apr^s saponification k partir de la 
souche de type sauvage de AT. smegmatis et du mutant 

10 conditionnel PMM48:pDP32, aprds croissance ^ temperature 
permissive (SCC) ou non permissive (42'*C) . Le rapport 
mycolates/acides gras ^ chaine courte est quantifi6 pour le 
mutant PMM4 8:pDP32 et divise par celui obtenu pour la souche 
de type sauvage cultiv6e dans les memes conditions. Le graphe 

15 montre qu'apres transfert h 42 "C, le contenu moyen en 
mycolate dans le mutant PMM48:pDP32 est diminue de plus de 
60%. Comme attendu, cette synthase n'est pas completement 
stopple dans la culture du fait que la population bact^rienne 
restante conservant le plasmide de complementation non 

20 r^plicatif produit des acides mycoliques. 

Ces resultats montrent que le g^ne pksl3 est 
impliqu6 dans la biosynthese des acides mycoliques chez. M. 
smegma tls. 
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REVENDXCATIONS 

1) Prot§ine purifiee, caracterisee en ce que : 

a) elle poss^de au moins 40% d'identite^ sur la totality de 
sa sequence, avec la prot6ine Pksl3 de Af. tuberculosis / 
5 b) elle poss^de un domaine acyl transferase (pfam00698) , un 
domaine ketoacylsynthase (pfam02801 ou pfain00109) , au moins 
un domaine acyl carrier protein (COG0331 ou COG0304/), et un 
domaine thioesterase (COG3319 ou pfam00975) 

c) elle catalyse une condensation de Claisen entre une 
10 molecule d' acyl-CoA et une molecule d' acylmalonyl-CoA^ 

2) Proteine selon la revendication 1, 
caract6ris6e en ce qu'^elle catalyse une condensation de 
Claisen entre : 

a) une molecule d' acyl-CoA de formule I : 

O 



15 S CoA 

dans laquelle Rl est une chaine comprenant de 6 a 68 atomes'' 

de carbone, pouvant comporter une ou plusieurs doubles' 

liaisons C=C, et/ou un ou plusieurs cycles cis/ trans- 

CH3 o 

I II 

cyclopropane^ et/ou un ou plusieurs groupes — CH-o — c — . 
20 et/ou pouvant porter un ou plusieurs groupes lat6raux choisis 
parmi =0, -0-CH3 ; 

et 

b) une molecule d' acylmalonyl-CoA de formule II : 

O 

n 

^^CfT CoA 

I 

COOH (II) 

25 dans laquelle R2 est un alcane lin^aire comprenant de 10 ^ 24 
atomes de carbone ; 

pour former un interm6diaire p-ceto acyl de formule III : 
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O O 

^CHa ^CH ^OH 



•^2 (III J 

dans laquelle Rl et R2 sont telles que definis ci-dessus. 

3) Prot^ine selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caract^ris^e en ce qu'elle pr^sente au 
moins 70% d'identite avec la sequence SEQ ID NO : 1 de 
Mycobacterium tuberculosis, 

4) Prot6ine selon mie quelconque des 
revendicationq 1 ou 2, caract6ris6e en ce qu'elle pr^sente au 
moins 70% d' identite de sequence avec la sequence SEQ ID NO ; 
2 de Corynebacterium glutamicum. 

5) Vecteur d' expression, caract6ris6 en ce qu'il 
comprend une sequence polynucl6otidique codant pour une 
prot6ine selon une quelconque des revendications 1^4. 

6) Cellule-h6te, caract6ris6e en ce qu'elle est 
transforra^e par un vecteur d' expression selon la 
revendication 5. 

7) Cellule-h6te selon la revendication S, 
caract6ris6e en ce qu'il s'aglt d'une cellule procaryote. 

8) Proc6d6 d'obtention d'une proteine selon I'une 
quelconque des revendications 1 it 4, caracterise en ce qu'il 
comprend ; 

- la raise en culture d'une cellule hote selon une 
quelconque des revendications 6 ou 7 ; et 

- la purification de ladite prot6ine k partir de ladite 
culture . 
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10) Utilisation d'une proteine selon une 
quelconque des revendications 1 a 4, pour le criblage 
d'antibiotiques actifs sur les mycolatas^ 

11) Utilisation selon la revendication 10, pour 
le criblage d' antibiotiques actifs sur les mycobacteries* 
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acides mycoliques a (M. tuberculosis) 



acides mycoliques (C. glutamicum) 



coonj 

R2 ^ 

motif mycolique 



R1 



R2 



OH 




COOH 



B) 



acyl-CoA 
synthase 



acyl-CoA 
synthase 



acyl-CoA 
carboxyl ase 




R2 



.'thibesteiraif'e''' * ' 



Condensase 



112 

P-ceto acyl 



:':S£liicoG3 I, ino'iii jui"'ei: Jia3D 
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fadD32 pks13 accD4 



1 kb Locus pksl3 dans Corynebacterineae 



FIG. 2 
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C. giutamicum WT C. glutamicum Apks13 



FIG.3 (suite) 
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A) 



fadD32 



pks13 



Ismegmatis WT 



PMM47 




131 13K 




B) 



wr 



PMM47 



PMM48:pDP32 



^^s^* 
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c) 




SOX 42^0 
Temperature de croissance 



BIG. 4 (SUITE) 



1 



SEQUENCE LISTING 

<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) 
UNIVERSITE PARIS SOD XI 
GUILHOT, Christophe 
DAFFE, Maraadou 
HOUSSIN, Christine 
PORTEVIN, Damien 
DE SOUS A, C^lia 

<120> UTILISATION DE LA PROTEINE PKS13 CODANT POUR LA CONDENSASE 

DES ACIDES MYCOLIQUES DES MYCOBACTERIES ET GENRES APPARENTES 
COMME CIBLE D ' ANTIBIOTIQOES 

<130> MJPbv644-112 

<160> 31 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 1733 

<212> PRT 

<213> Mycobacterivun tuberculosis 

<400> 1 

Met Ala Asp Val Ala Glu Ser Gin Glu Asn Ala Pro Ala Glu Arg Ala 
1 5 10 
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Glu Leu Thr Val Pro Glu Met Arg Gin Trp Leu Arg Asn Trp Val Gly 
20 25 30 

Lys Ala Val Gly Lys Ala Pro Asp Ser He Asp Glu Ser Val Pro Met 
35 40 45 

Val Glu Leu Gly Leu Ser Ser Arg Asp Ala Val Ala Met Ala Ala Asp 
50 55 60 

lie Glu Asp Leu Thr Gly Val Thr Leu Ser Val Ala Val Ala Phe Ala 

70 75 80 

His Pro Thr He Glu Ser Leu Ala Thr Arg He He Glu Gly Glu Pro 
85 90 95 

Glu Thr Asp Leu Ala Gly Asp Asp Ala Glu Asp Trp Ser Arg Thr Gly 
100 105 110 
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Leu Glu Glu Pro Arg Leu Ala Ala Arg Val Ala Gly Ala Arg Thr Arg 

165 170 175 

Gly Gly Tyr Leu Lys Asp lie Lys Gly Phe Asp Ser Glu Phe Phe Ala 
180 185 190 

Val Ala Lys Thr Glu Ala Asp Asn lie Asp Pro Gin Gin Arg Met Ala 
195 200 205 

Leu Glu Leu Thr Trp Glu Ala Leu Glu His Ala Arg lie Pro Ala Ser 
210 215 220 

Ser Leu Arg Gly Gin Ala Val Gly Val Tyr lie Gly Ser Ser Thr Asn 
225 230 235 240 

Asp Tyr Ser Phe Leu Ala Val Ser Asp Pro Thr Val Ala His Pro Tyr 

245 250 255 

Ala lie Thr Gly Thr Ser Ser Ser lie lie Ala Asn Arg Val Ser Tyr 
260 265 270 

Phe Tyr Asp Phe His Gly Pro Ser Val Thr He Asp Thr Ala Cys Ser 
275 280 285 

Ser Ser Leu Val Ala He His Gin Gly Val Gin Ala Leu Arg Asn Gly 
290 295 300 

Glu Ala Asp Val Val Val Ala Gly Gly Val Asn Ala Leu He Thr Pro 
305 310 315 320 

Met Val Thr Leu Gly Phe Asp Glu He Gly Ala Val Leu Ala Pro Asp 

325 330 335 

Gly Arg He Lys Ser Phe Ser Ala Asp Ala Asp Gly Tyr Thr Arg Ser 
340 345 350 

Glu Gly Gly Gly Met Leu Val Leu Lys Arg Val Asp Asp Ala Arg Arg 
355 360 365 

Asp Gly Asp Ala He Leu Ala Val He Ala Gly Ser Ala Val Asn His 
370 375 380 

Asp Gly Arg Ser Asn Gly Leu He Ala Pro Asn Gin Asp Ala Gin Ala 
385 390 395 400 

Asp Val Leu Arg Arg Ala Tyr Lys Asp Ala Gly He Asp Pro Arg Thr 

405 410 415 

Val Asp Tyr He Glu Ala His Gly Thr Gly Thr He Leu Gly Asp Pro 
420 425 430 

He Glu Ala Glu Ala Leu Gly Arg Val Val Gly Arg Gly Arg Pro Ala 
435 440 445 

Asp Arg Pro Ala Leu Leu Gly Ala Val Lys Thr Asn Val Gly His Leu 
450 455 460 
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Glu ser Ala Ala Gly Ala Ala Ser Met Ala Lys Val Val Leu Ala Leu 

470 475 



480 



Gin His Asp Lys Leu Pro Pro Ser He Asn Phe Ala Gly Pro Ser Pro 

^85 490 
Tyr He Asp Phe Asp Ala Met Arg Leu Lys Met He Thr Thr Pro Thr 
500 505 53^Q 

Asp Trp Pro Arg Tyr Gly Gly Tyr Ala Leu Ala Gly Val Ser Ser Phe 
515 520 525 



530 "^^^ ^""^ Leu 



535 540 



Pro 



Arg Asp Val Val Glu Lys Glu Pro Glu Pro Glu Pro Glu Pro Lys Ala 

550 555 

Ala Ala Glu Pro Ala Glu Ala Pro Thr Leu Ala Gly His Ala Leu Arg 

565 570 

Phe Asp Glu Phe Gly Asn He He Thr Asp Ser Ala Val Ala Glu Glu 

585 590 

Pro Glu Pro Glu Leu Pro Gly Val Thr Glu Glu Ala Leu Arg Leu Lys 
595 600 605 

Glu Ala Ala Leu Glu Glu Leu Ala Ala Gin Glu Val Thr Ala Pro Leu 

615 620 

val Pro Leu Ala Val Ser Ala Phe Leu Thr Ser Arg Lys Lys Ala Ala 

630 635 640 

Ala Ala Glu Leu Ala Asp Trp Met Gin Ser Pro Glu Gly Gin Ala Ser 

645 650 655 

ser Leu Glu Ser He Gly Arg Ser Leu Ser Arg Arg Asn His Gly Arg 
660 665 670 

Ser Arg Ala Val Val Leu Ala His Asp His Asp Glu Ala He Lys Gly 
675 680 685 

Leu Arg Ala Val Ala Ala Gly Lys Gin Ala Pro Asn Val Phe Ser Val 

695 700 

Asp Gly Pro Val Thr Thr Gly Pro Val Trp Val Leu Ala Glv Phe Glv 
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He Glu Thr Thr Gin Val Thr He Phe Ala He Gin He Ala Leu Gly 
770 775 780 

Glu Leu Leu Arg His His Gly Ala Lys Pro Ala Ala Val He Gly Gin 

785 790 795 800 

Ser Leu Gly Glu Ala Ala Ser Ala Tyr Phe Ala Gly Gly Leu Ser Leu 

805 810 815 

Arg Asp Ala Thr Arg Ala He Cys Ser Arg Ser His Leu Met Gly Glu 
820 825 830 

Gly Glu Ala Met Leu Phe Gly Glu Tyr He Arg Leu Met Ala Leu Val 
835 840 845 

Glu Tyr Ser Ala Asp Glu He Arg Glu Val Phe Ser Asp Phe Pro Asp 
850 855 860 

Leu Glu Val Cys Val Tyr Ala Ala Pro Thr Gin Thr Val He Gly Gly 
865 870 875 880 

Pro Pro Glu Gin Val Asp Ala He Leu Ala Arg Ala Glu Ala Glu Gly 

885 890 895 

Lys Phe Ala Arg Lys Phe Ala Thr Lys Gly Ala Ser His Thr Ser Gin 
900 905 910 

Met Asp Pro Leu Leu Gly Glu Leu Thr Ala Glu Leu Gin Gly He Lys 
915 920 925 

Pro Thr Ser Pro Thr Cys Gly He Phe Ser Thr Val His Glu Gly Arg 
930 935 940 

Tyr He Lys Pro Gly Gly Glu Pro He His Asp Val Glu Tyr Trp Lys 
945 950 955 960 

Lys Gly Leu Arg His Ser Val Tyr Phe Thr His Gly He Arg Asn Ala 

965 970 975 

Val Asp Ser Gly His Thr Thr Phe Leu Glu Leu Ala Pro Asn Pro Val 
980 985 990 

Ala Leu Met Gin Val Ala Leu Thr Thr Ala Asp Ala Gly Leu His Asp 
995 1000 1005 

Ala Gin Leu He Pro Thr Leu Ala Arg Lys Gin Asp Glu Val .Ser Ser 
1010 1015 1020 

Met Val Ser Thr Met Ala Gin Leu Tyr Val Tyr Gly His Asp Leu Asp 
1025 1030 1035 1040 

He Arg Thr Leu Phe Ser Arg Ala Ser Gly Pro Gin Asp Tyr Ala Asn 
1045 1050 1055 

He Pro Pro Thr Arg Phe Lys Arg Lys Glu His Trp Leu Pro Ala His 
1060 1065 1070 
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Phe Ser Gly Asp Gly Ser Thr Tyr Met Pro Gly Thr His Val Ala Leu 
1075 1080 1085 

tnSn"^^^ '"''^ ""^^ ""^P ■'y^ Arg Asp Gly Asn Val 

1090 1095 1100 

Asp^Leu Ala Ala Leu Val Arg Ala Ala Ala Ala His Val Leu Pro Asp 

1110 1115 1120 

Ala Gin Leu Thr Ala Ala Glu Gin Arg Ala Val Pro Gly Asp Gly Ala 

1125 1130 1135 

Arg Leu Val Thr Thr Met Thr Arg His Pro Gly Gly Ala Ser Val Gin 
1140 1145 jj^5Q 

Val His Ala Arg He Asp Glu Ser Phe Thr Leu Val Tyr Asp Ala Leu 

1155 1160 lies 

f^?/""^ ^^<' Thr Ala Val Gly Ala 

1170 1175 1180 

Ala Thr Ala He Ala Val Ala Asp Gly Ala Pro Val Ala Pro Glu Thr 

1190 1195 1200 

Pro Ala Glu Asp Ala Asp Ala Glu Thr Leu Ser Asp Ser Leu Thr Thr 

1205 1210 1215 

Arg Tyr Met Pro Ser Gly Met Thr Arg Trp Ser Pro Asp Ser Gly Glu 
1220 1225 1230 

Thr He Ala Glu Arg Leu Gly Leu He Val Gly Ser Ala Met Gly Tyr 
1235 1240 1245 

"^^^ fpL^^" Glu Val Pro Leu He Glu Leu Gly Leu 

•^■^^^ 1255 1260 

Asp^Ser Leu Met Ala Val Arg He Lys Asn Arg Val Glu Tyr Asp Phe 

^ 1275 1280 

Asp Leu Pro Pro He Gin Leu Thr Ala Val Arg Asp Ala Asn Leu Tyr 

1285 1290 1295 

Rsn val Glu Lys Leu He Glu Tyr Ala Val Glu His Arg Asp Glu Val 
1300 1305 1310 

Gin Gin Leu His niu Hi= ii;! n T"" -"i-- --i - ■> 

"-^^ ^y-^ i"-^ '-'lu ihr Ala clu Glu Ha Ala 
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1365 1370 1375 

Asp Ala Ala Glu Arg Val Thr Phe Ala Thr Trp Ala lie Val Thr Gly 
1380 1385 1390 



Lys Ser Pro Gly Gly lie Phe Asn Glu Leu Pro Arg Leu Asp Asp Glu 
1395 1400 1405 

Ala Ala Ala Lys lie Ala Gin Arg Leu Ser Glu Arg Ala Glu Gly Pro 
1410 1415 1420 

lie Thr Ala Glu Asp Val Leu Thr Ser Ser Asn lie Glu Ala Leu Ala 
1425 1430 1435 1440 

Asp Lys Val Arg Thr Tyr Leu Glu Ala Gly Gin lie Asp Gly Phe Val 

1445 1450 1455 

Arg Thr Leu Arg Ala Arg Pro Glu Ala Gly Gly Lys Val Pro Val Phe 
1460 1465 1470 

Val Phe His Pro Ala Gly Gly Ser Thr Val Val Tyr Glu Pro Leu Leu 
1475 1480 1485 

Gly Arg Leu Pro Ala Asp Thr Pro Met Tyr Gly Phe Glu Arg Val Glu 
1490 1495 1500 

Gly Ser lie Glu Glu Arg Ala Gin Gin Tyr Val Pro Lys Leu lie Glu 
1505 1510 1515 1520 

Met Gin Gly Asp Gly Pro Tyr Val Leu Val Gly Trp Ser Leu Gly Gly 

1525 1530 1535 

Val Leu Ala Tyr Ala Cys Ala lie Gly Leu Arg Arg Leu Gly Lys Asp 
1540 1545 1550 

Val Arg Phe Val Gly Leu lie Asp Ala Val Arg Ala Gly Glu Glu lie 
1555 1560 1565 

Pro Gin Thr Lys Glu Glu lie Arg Lys Arg Trp Asp Arg Tyr Ala Ala 
1570 1575 1580 

Phe Ala Glu Lys Thr Phe Asn Val Thr lie Pro Ala lie Pro Tyr Glu 
1585 1590 1595 1600 

Gin Leu Glu Glu Leu Asp Asp Glu Gly Gin Val Arg Phe Val Leu Asp 

1605 1610 1615 

Ala Val Ser Gin Ser Gly Val Gin lie Pro Ala Gly lie lie Glu His 
1620 1625 1630 

Gin Arg Thr Ser Tyr Leu Asp Asn Arg Ala lie Asp Thr Ala Gin lie 
1635 1640 1645 

Gin Pro Tyr Asp Gly His Val Thr Leu Tyr Met Ala Asp Arg Tyr His 
1650 1655 1660 
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Asp^Asp Ala He Met Phe Glu Pro Arg Tyr Ala Val Arg Gin Pro Asp 

1670 1675 1680 

Gly Gly Trp Gly Glu Tyr Val Ser Asp Leu Glu Val Val Pro He Glv 

1685 1690 1695 

Gly Glu His lie Gin Ala He Asp Glu Pro He He Ala Lys Val Gly 
1700 1705 1710 

Glu His Met Ser Arg Ala Leu Gly Gin He Glu Ala Asp Arg Thr Ser 
I'lS 1720 1725 

Glu Val Gly Lys Gin 
1730 



<210> 2 
<211> 1610 
<212> PRT 

<213> Corynebacterium glutamicum 

<400> 2 

Met Glu Gin Ser Gin Ser Ser Asp Gin Lys Met Thr Val Glu Gin Val 
^5 10 15 

Arg Thr Trp Leu Arg Asp Trp Val Val Arg Thr Thr Gly He Pro Val 
2° 25 30 

Glu Glu Val Thr Asp Asp Lys Ala Met Glu Thr Phe Gly Leu Ser Ser 
35 40 45 

Arg Asp Val Val Val Leu Ser Gly Glu Leu Glu Asn Leu Leu Asp Thr 
°" 55 60 

ser Leu Asp Ala Thr He Ala Tyr Glu Tyr Pro Thr He Arg Ser Leu 

75 80 

Ala Gin Arg Leu Val Glu Gly Glu Pro Arg Arg Ala His Thr Gin Arg 

8S 90 95 

Glu Leu Asn Phe Ser Ala Val Ser Asp Ser Pro Gly Ser His Asp He 
100 105 110 

Ala Val Val Gly Met Ala Ala Arg Tyr Pro Gly Ala Glu Ser Leu Glu 

1-0 125 
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Ser Phe Asp Ala Glu Phe Phe Gly Leu Ser Pro Leu Glu Ala Ala Asn 
180 185 190 

Met Asp Pro Gin Gin Arg lie Leu Leu Glu Leu Thr Trp Glu Ala Leu 
195 200 205 

Glu Tyr Ala Arg lie Ala Pro Asn Thr Leu Arg Gly Glu Ala Val Gly 
210 215 220 

Val Phe lie Gly Ser Ser Asn Asn Asp Tyr Gly Met Met lie Ala Ala 
225 230 235 240 

Asp Pro Ala Glu Ala His Pro Tyr Ala Leu Thr Gly Thr Ser Ser Ala 

245 250 255 

lie Val Ala Asn Arg lie Asn Tyr Ala Phe Asp Phe Arg Gly Pro Ser 
260 265 270 

Val Asn Val Asp Thr Ala Cys Ser Ser Ser Leu Val Ala Val His Gin 
275 280 285 

Ala Val Arg Ala Leu Arg Asn Gly Glu Ala Asp His Ala lie Ala Gly 
290 295 300 

Gly Val Asn lie Leu Ala Ser Pro Phe Val Thr Thr Ala Phe Ala Glu 
305 310 315 320 

Leu Gly Val lie Ser Pro Thr Gly Lys lie His Ala Phe Ser Asp Asp 

325 330 335 

Ala Asp Gly Phe Val Arg Ser Asp Gly Ala Gly Val Val Val Leu Lys 
340 345 350 

Arg Val Asp Asp Ala lie Arg Asp Gly Asp Lys lie lie Gly Val lie 
355 360 365 

Lys Gly Ser Ala Val Asn Ser Asp Gly His Ser Asn Gly Leu Thr Ala 
370 375 380 

Pro Asn Pro Asp Ala Gin Val Asp Val Leu Gin Arg Ala Tyr Val Asp 
385 390 395 400 

Ala Gin Val Asp Pro Thr Thr Val Asp Tyr Val Glu Ala His Gly Thr 

405 410 415 

Gly Thr lie Leu Gly Asp Pro lie Glu Ala Thr Ala Leu Gly Ala Val 
420 425 430 

Leu Gly Tyr Gly Arg Asp Ala Ser Thr Pro Thr Leu Leu Gly Ser Ala 
435 440 445 

Lys Ser Asn Phe Gly His Thr Glu Ser Ala Ala Gly lie Ala Gly Val 
450 45b 460 

lie Lys Val Leu Leu Ala Leu Gin Asn Lys Thr Leu Pro Pro Thr Val 
465 470 475 480 
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Asn Phe Ala Gly Pro Asn Arg Tyr He Asp Phe Asp Ala Glu Arg Leu 

485 490 



495 



Glu Val Val Glu Asp Pro Arg Glu Trp Pro Glu Tyr Asn Gly His Ala 

500 505 510 

Val Ala Gly Val Ser Ala Phe Gly Phe Gly Gly Thr Asn Ala His Val 
515 520 525 

Val lie Ser Glu Tyr Asn Ala Glu Asp Tyr Glu Thr Arg Ala Pro Lys 



535 



540 



Glu Ala Leu Leu Pro Asp Gin Gin Val Ala Leu Pro Val Ser Gly Hij 



550 



555 



560 



Leu Pro Ser Arg Arg Arg Gin Ala Ala Ala Asp Leu Ala Asp Phe Leu 

565 570 575 

Glu Gly Arg Lys Asp Cys Asp Leu Thr Pro Val Ala Arg Ala Leu Ala 
580 585 590 

Gly Arg Asn His Gly Arg Ser Arg Ala Val Val Leu Ala Ser Thr He 
595 600 605 

Glu Glu Ala Val Lys Arg Leu Arg Gin Val Ala Glu Gly Lys Val Ser 



615 



620 



Val Gly He Ser Ala Ala Asp Ser Pro Ala Ala Asn Gly Pro Val Phe 

630 635 640 

Val Tyr Ser Gly Phe Gly Ser Gin His Arg Leu Met He Lys Glu Leu 

645 650 655 

Cys Ser He Ser Pro Gin Phe Arg Glu Arg He Glu Glu Leu Asp Glu 
660 665 



670 



Met Val Lys Phe Glu Ser Gly Trp Ser He Met Lys Leu Val Leu 



675 



680 



685 



Asp 



Asp Glu Gin Thr Tyr Asp Thr Glu Thr Ala Gin Val Val He Thr Ala 

695 700 

He Gin He Ala Leu Thr Asp Leu Leu Ala Ser Phe Gly Val Lys Pro 



710 



715 



720 



Ala Ala Val Met Gly Met Ser Met Gly Glu He Ala Ala Ala Tyr Ala 

725 
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lie Glu Glu Asn Pro Glu Tyr Lys Gly lie Glu Pro Ala Val xyr Ala 
785 790 795 800 

Gly Pro Gly Met Thr Thr Val Gly Gly Pro Arg Asp Ala Val Val Gin 

805 810 815 

Phe Val Glu Lys Leu Glu Ser Glu Asp Lys Phe Ala Arg Leu Leu Asn 
820 825 830 

Val Lys Gly Ala Gly His Thr Ser Ala Val Glu Pro Leu Leu Gly Glu 
835 840 845 

Leu Ala Gly Glu lie Ala Gly lie Glu Pro Leu Pro Leu Gin lie Pro 
850 855 860 

Leu Phe Ser Ser Val Asp Gin Gly Val Thr Tyr Pro Val Gly Ala Val 
865 870 875 880 

Val His Asp Ala Asp Tyr Met Leu Arg Cys Thr Arg Gin Ser Val Tyr 

885 890 895 

Phe Gin Asp Ser Thr Glu Ala Ala Phe Ala Ala Gly His Asn Thr Leu 
900 905 910 

Val Glu lie Ser Pro Asn Pro Val Ala Leu Met Gly Met Met Asn Thr 
915 920 925 

Ala Phe Thr Val Gly Lys Pro Asp Ala Gin Leu Leu Phe Ser Leu Lys 
930 935 940 

Arg Lys Val Pro Glu Ala Glu Ser Leu Arg Asp Leu Leu Ala Lys Leu 
945 950 955 960 

Tyr Val Asn Gly Ala Asn Val Asp Phe Ser Ala Leu Tyr Gly Glu Gly 

965 970 975 

Glu Thr lie Asp Pro Pro His lie Thr Trp Lys His Gin Arg Phe Trp 
980 985 990 

Thr Ser Ala Arg Pro Ser Ser Gly Ala Ser Leu Asp Leu Pro Gly Phe • 
995 1000 1005 

Arg Val Asn Leu Pro Asn Asn Thr Val Ala Phe Ser Thr Ala Ala Glu 
1010" 1015 1020 

Leu Ala Pro Ser Ala Val Ala lie Met Glu Ala Ala Ala Met Ala Val 
1025 1030 1035 1040 

Thr Pro Gly Ser Ser Val Asp Ala Val Asp Glu Arg Asp Met Leu Pro 

1045 1050 1055 

Pro Ser Gly Glu lie Thr Thr lie Val Thr Arg Ser Leu Gly Gly Leu 
1060 1065 1070 

Ser Leu Ser Val Tyr Lys lie Glu Gly Thr Thr Ser Thr Leu Val Ala 
1075 1080 1085 
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^■^^ ?iL^^® ^-^^ ^""^ Ala Ala Ala Ser Ser Phe Asp 

1090 1095 1100 

Gly Pro Gly Tyr Asp Gly Phe Asn Thr Asp Tyr Ser Asp Gin Pro Asp 
1105 1110 1115 

Pro Arg Ser Asp Leu Pro Leu Asp lie Glu Ala Val Arg Trp Asp Pro 

1125 1130 1135 

Ala Thr Glu Thr Val Glu Glu Arg Met Arg Ala He Val Ser Glu Ala 
1140 1145 1150 

Met Gly Tyr Asp Val Asp Asp Leu Pro Arg Glu Leu Pro Leu He Asp 
1155 1160 1165 

JJ-L^®"" ^^"^ ^^"^ Arg He Lys Asn Arg He Glu 

1170 1175 llgQ 

Asn Asp Phe Gin He Pro Pro Leu Gin Val Gin Ala Leu Arg Asp Ala 
^^^^ 1190 1195 1200 

Ser Val Ala Asp Val Val He Met Val Glu Asn Met Val Ala Gly Ara 

1205 1210 1215 

Ser Ser Glu Thr Leu Val Asp Ala Thr Pro Gin Val Pro Ala Glu Ala 
1220 1225 1230 

Ala Gly Glu Ala Gin Ala Ala Glu Ser Ser Ala Ser Gly Glu Asp Val 
1235 1240 1245 

^^"^ "^ilJ^^ ^""^ Arg Asp Ala Ser Glu Arg Met Val Phe 

1250 1255 1260 

Gly Thr Trp Ala Gly Leu Thr Gly Ala Ala Ala Ala Gly Val Thr Ser 

1270 1275 1280 

Lys Leu Pro Gin He Asp Val Asp Thr Ala Thr Ala He Ala Glu Ara 
1285 1290 1295 

Leu Thr Glu Arg Ser Gly He Glu He Ser Thr Glu Gin Val Leu Ala 
1300 1305 1310 

Ala Glu Thr Leu Glu Pro Leu Ser Asp Leu Val Arg Glu Gly Leu Glu 
1315 1320 1325 

Thr Glu val Gin Gly Asn He Arg Val Leu Ara Gly Ara Ala Glu Gl- 
I-'-'-' 1335 L3d0 ' 
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Tyr Val Asp Asp lie Lys Lys Tyr Ser Asp Gly Phe Pro Val Val Leu 
1395 1400 1405 

Gly Gly Trp Ser Phe Gly Gly Ala Val Ala Phe Glu Val Ala His Gin 

1410 1415 1420 

Leu Val Gly Ser Asp Val Glu Val Ala Thr Val Ala Leu Leu Asp Thr 
1425 1430 1435 1440 

Val Gin Pro Ser Asn Pro Ala Pro Asp Thr Ala Glu Glu Thr Arg Ala 

1445 1450 1455 

Arg Trp Thr Arg Tyr Ala Asp Phe Ala Lys Lys Thr Tyr Gly Leu Asp 
1460 1465 1470 

Phe Glu Val Pro Phe Glu lie Leu Asp Thr lie Gly Glu Asp Gly Met 
1475 1480 1485 

Leu Ser Met Met Thr Asp Phe Leu Ala Asn Thr Asp Ala Ser Glu His 
1490 1495 1500 

Gly Leu Ser Ala Gly Val Leu Glu His Gin Arg Ala Ser Phe Val Asp 
1505 1510 1515 1520 

Asn Arg lie Leu Ala Lys Leu Asn Phe Ala Asp Trp Ala Asn Val Glu 

1525 1530 1535 

Ala Pro Val lie Leu Phe Arg Ala Glu Arg Met His Asp Gly Ala He 
1540 1545 1550 

Glu Leu Glu Pro Asn Tyr Ala Lys He Asp Gin Asp Gly Gly Trp Ser 
1555 1560 1565 

Gly He Val Asn Asp Leu Glu He Val Gin Leu Asn Gly Asp His Leu 
1570 1575 1580 

Ala Val Val Asp Glu Pro Glu He Gly Thr Val Gly Ala His Leu Ser 
1585 1590 1595 1600 

Arg Arg He Asp Glu He Ser Arg Lys Asn 

1605 1610 



<210> 3 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR pksl3a 



<400> 3 

gctggarctv acvtgggarg c 



21 
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<210> 4 
<2il> 24 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR pksl3b 
<400> 4 

gtgsgcgttg gydccraavc cgaa 

<210> 5 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR 13Rtb 

<400> 5 

gaggacatat ggctgacgta gcggaatc 

<210> 6 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR 13Stb 

<400> 6 

cggtgaaagc ttctgcttgc ctacctcact tg 

<210> 7 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR 13Ttb 

<400> 7 

gctcggggat cctcactgct tgcctacctc ac 
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<400> 8 

aatatgacta gtagccaatc gtcggatcag aag 



<210> 9 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR ISDcg 

<400> 9 

agctctagat ctctaattct tccgagaaat ctcat 



<210> 10 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR pkdelS 

<400> 10 

gaaatctcga gccacggcga aa 



<210> 11 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR pkdel2 

<400> 11 

acgattgccg cggttccata ttg 



<210> 12 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR pkdel3 

<400> 12 

catcctgttc cgcggaacgc atgc 



<210> 13 
<211> 23 
<212> DNA 



<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR pkdel4 
<400> 13 

cagcatgatg gagatctgag ggc 

<210> 14 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR fa2 

<400> 14 

tctgaccacc ttccgtgaag c 

<210> 15 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR ac2 

<400> 15 

gaacgagttc agagcttc 

<210> 16 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR KIO 

<400> 16 

tatttcgaat ggttcgctgg gtttatc 

<210> 17 
'211> 20 
■211. ri-T^ 



15 



23 



21 



18 



<210> 18 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR pkl 

<400> 18 

gccgtgacgg tatctcgg 



<210> 19 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR pk2 

<400> 19 

ccagggcagt tgcttcaatg 



<210> 20 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR pk3 

<400> 20 

tccggaaaga tctcacgccg eg 



<210> 21 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR pk4 

<400> 21 

gcgtgcgcgc agatctgcta gc 



<210> 22 

<211> 39 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> amorce PGR 13F 



17 



<400> 22 

gctctagagt ttaaacgctg gacctgtcca acgtcaagg 

<210> 23 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR 13G 

<400> 23 

ggactagtcg tcgaaaccga ccgtcaccag 

<210> 24 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR 13H 

<400> 24 

ggactagtcg gcatcttcaa cgagttgc 

<210> 25 

<211> 37 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR 13i 

<400> 25 

cccaagcttg tttaaacttg tcgaagtggt tcgacgg 

<210> 26 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



18 



<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR 13K 
<400> 27 

cacgatcgag tcgagctcga 



<210> 28 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR Hi 

<400> 28 

agcaccagcg gttcgccgt 



<210> 29 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR H2 

<400> 29 

tgcacgactt cgaggtgttc g 



<210> 30 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR 13R 

<400> 30 

atgagatctg atgaaaacca cagcgat 



<210> 31 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PGR 13 P 



<400> 31 

ggactagtct tggcgacggc cttctcac 



28 



IN^I 



■ IHSTttOT 

LAPRQPItirn! 
IHOUSTfttEtLE 



D^PARTEMENT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint P^ersbourg 
75800 Paris Cedex 08 
Telephone : 33 (1) 53 04 S3 04 T^^cople : 33 (1) 42 94 86 54 



BREVET D'INVENTION 

CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propn'StS intellectueile - Uvre VI 

DESIGNATION D'INVENTEUR(S) Page nM../?. 
(A fournir dans le cas oCi les demandeurs et 
les inventeurs ne sent pas les memes personnes) 




N« 11235*03 



INV 



Vos references pour ce dossier (factiltatij) 


MJPbv644/112 


N** D'ENREGISTREMENT NATIONAL 
TITRE DE L'INVENTION r^oo <*»r»«^Ar«« 





I^^i;!?o™£li:^^'^°™'^^ ^3 CODANT POUR LA CONDENSASE DES ACIDES MYCOLIQUES DES 
MYCOBACTERrES ET GENRES APPARENTES COMME CIBLE D'ANTIBIOTiQUES. ""^'-'^'-'WUtb DES 



LE(S) DEMANDEUR(S) : 

CEhfTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE - 3. rue Michel Ange -75016 PARIS 
UNIVERSITE PARIS SUD XI - 15 nie Georges Ctemenceau - 91405 ORSAY Cedex 



DESIGNEiNT) EN TANT QU'INVENTEUR(S} : 



Q Nom 


GUILHOT 


frenoms 




Christophe 


•Adresse 


Rue 


11 rue Jean Francois de la Perouse 


SociSt6 d'aDD 


Code postal et viile ' 
artenance rfactdttnifs 


13,1 f6,0,0l MURET 




DAFFE 


rrenoms 




Mamadou 


Adresse 


Rue 


50 all6e Henri Sailler 


Soctete d'app 


Code postal et ville 
artenance r^tdtatifi 


I3i1 i4i0.0l TOULOUSE 




HOUSSIN 


rrenoms 




Christine 


Adresse 


Rue 


23 rue Michelet 1 




Code postal et ville 


19 [2i3i7tO|CHAV[LLE 


ijociete a-appartenance (faculmif) 






- uui. i*JVont^u.-3. ufiljss- olusi-urc rannubirc-s. Sndiquez ei: hcul- 5 drDfe Is Jr cle la ozxic suiu cu nrmhr.- d-. hitzc 









im 



NATIOMMOI 
INDUsflltBUI 



BREVET D'INVENTION 
CERTIFICAT D'UTILIT^ 

Code de \a proprS§tS snteHsctuene - Uvrc VI 



U235*03 



D^PARTEMENT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint PStersbourg 
75800 Paris CedexOS 

rmphme : 33 (1) 53 04 53 04TdIteopIe : 33 (1) 42 94 86 54 



DESIGNATION D'INVENTEUR(S) Page ?../?. 

(A foumir dans le cas oD les demandeurs et 
les inventeurs ne sent pas les memes personnes) 



iiNiv 



Get imprlm6 est 6 remplir lisiblement ^ Tencre noire 



06 113 @W/ 270601 



Vos rdfdrences pour ce dossier (facuUaUj) 


MJPbv644/112 


tr* D'ENREGiSTREMENT NATIONAL 




UTRE DE L'INVENTION (200 caract&res ou espaces maxiinum) 

UTILISATION DE LA PROTEINE Pks 13 CODANT POUR LA CONDENSASE DES ACIDES MYGOLIQUES DES 
MYCOBACTERIES ET GENRES APPARENTES COMME CIBLE D'ANTIBIOTIQUES. 


LE(S) DEMANDEUR(S) : 






CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE - 3, rue Michel Ange -75016 PARIS 


UNIVERSITE PARIS SUD XI - 15 rue Georges Clemenoeau - 91406 ORSAY Cedex 


DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTCUR(S) : 




n Nom 


PORTEVIN 


Pr^noms 


Damfen ' 


Adresse 


Rue 


1 35 Avenue de Lespinet 
Residence King, Apt 47 




Code postal et ville 


I3i1i4i0i0l TOULOUSE : 


Soci§te d'appartenance (factdtoHJ) 


1. 


Nom 


DE SOUSA 


Pr^noms 


Celia 


Adresse 


Rue 


49 me de Montjay 




Code postal et vllle 


19 i1 i4iOiOI ORSAY 


SoclSt^ d'appartenance (fact^atij) 




B Nom 




Pr^noms 




Adresse 


Rue 






Code postal et ville 


1 1 1 1 1 1 ' . __ 


Soci6t6 d'appartenance (facultatij) 




S1I y a plus de trois inventeurs. utilisez plusieursformulaires. Indiquez en haut h droite le N*^ de la page sulv! du nombre de pages. 


DATE ET S1GNATURE(S) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
OU DU MANDATAIRE 
(Nom et qualite du signataire) 






Paris, le 4 septembre 2003 




VIALLE-PRESLES Marie Jose 







La loi n'^yS-l? du 6 Janvier 1978 relative d rinformatique, aux fichiers et aux libert§s s'applique aux r^ponses faites d ce Ibrmulaire. 
Elle garantit un droit d'acc^s et de rectification pour les donn^es vous concemant aupr^s de IMNPI. 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



